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Zusammenfassung 
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1. Hyperverzweigtes AmylopeMin und dessen Derivate ate Plasmavolumenexpander 

2.1 Plasmaexpander auf Basis von hydroxyethyllertem Am^opektin weisen. bedlngt 
durch die HydroxyethyJierung, bislang noch den Nachteil der nicht voilstandigen 
Metaboliderbarkeit und damit vorObergehender Gewebespeichemng, die mit 
Nebenwirkungen verbunden ist, auf. Es soilen neue Plasmaexpander auf Basis von 
Poiysacchariden gefunden warden, die diesen Nacliteii nicht aufWeisen. 

2.2 Die Au^be wlrd dadurch gelost, daft native Pflanzen-Amylopelctine dureh Trans- 
glycosilieaing so verSndert werden, dafL der einsteiibare. hohe Verzwelgungsgrad 
eine Steuemng des Serum-a-Amylaseabbaus ennfiglicht, so dad Iceine oder nur sehr 
geringfOgige Hydroxyethylierung notwendig ist 

2.3 Verbesserte, vollstandig metabolisierbare Plasmaexpander auf Basis von hyperver- 
zweigtem Amylopeldin 



Hyperverzwelgtes Amylopektin als Plasmavolumenexpander 

Die voriiegende Erfindung betrifft den Einsatz von hypen^erzweigtem Amylopektin als 
Plasmavolumenexpander. 

In der Geschichte der Entwicklung der Plasmavolumenexpander war es Immer ein Ziel, die 
globulire Struktur des naturlichen Tragers des kolloidbsmotischen Druckes im Serum, des 
Albumins, zu erretehen. Diesar globul3ren Struktur kommt das Glycogen, welches ebenfialls 
als natOrlldies Spelcherpolysaccharid Im menschlichen Organismus vorkommt, nahe. Seine 
giobulare Struktur erreicht das Glycogen durcli seinen sehr hohen Verzwreigungsgrad. 
Stmktureil steiit das Glycogen ein Giucosepolysaccharid dar mit In linearen Abschnitten 
a-1.4 glycosidischen Bindungen an denen a-1,6 glycosidlsche Verzwelgungspunkte flxiert 
sind. Weil Glycogen selbst nicht als eine biiilge Rohstoffiquelle zur Verfugung stehi. schlug 
Wiedersheim 1957 vor. an dessen Stelle das geringer verzweigte Amylopektin als 
Ausgangsmaterial zur Herstellung des Rasmaexpanders. Hydroxyethylstitlce elnzusetzen. 
MttHenveile wird Hydroxyethylstarke In mehreren verschiedenen Typen sehr brelt als 
Plasmaexpander eingesetzL Die Entwicklung hat zu neuen Hydroxyethylstarke-Typen 
gefQhrt. die einen optlmalen Voiumenefiekt aufwelsoi bel sonst minimalen Nebeiwirkungen 
wie z. B. Beeinflussung der Gerinnung Oder aber auch Intennediare Spelchemng im 
GewBbe. 

Die verschiedenen Im Markt befindlichen HES-Typen unterschleden sich Im Bezug auf 
Molekuiargewicht. mittleren Substltutlonsgrad und Substltutlonsmuster. 
Trotz des beachtltehen Fortschritts. der mit diesen Entwicklungen erreicht wurde, verbieiben 
einlge Nachteiie auch bel den In den letzten Jahren optimierten HES-Typen, vor aliem die 
nicht voilstandige MetabolislerbarkelL 

Es ist bekannt, da& die Hydroxyethyl-Ethergruppe chemisch aber auch metabolisch 
auBerordentlich stabii ist. so da& diejenigen Anhydrpglucose-Elnheiten der Hydroxy- 
ethylstarke, die Hydroxyethyl-Ethergmppen tragen, praktlsch nicht metaboilsierbar sind. 
WeHertiin ist bekannt, dafi nur diejenigen a-1,4 glycosidischen Bindungen im Hydroxyelhyl- 
BtarkemoiekQI durch die Serum-a-Amyiase gespalten werden konnen. die durch 



nichtsubstltulerte Glucoseeinheiten gebildet werdeh. Aus diesem Grunde ist festzustellen. 
da& seibst bei den optimieren HES-Typen eine minimale aber Immer noch bemerkenswerte 
Gewbbespeichemng zumindest Qbergewisse Ze'itraume festgestellt werden kann. 
Als weiterer Nachteil ist festzustellen. dad HES nicht die ideale globulare Struktur des 
Albumins aufweist und deshalb seine Grenzviskositat bedeutend hSher ist ate die von 
Albumin. EIne niedrigere Viskosltat ist bei einem Rasmaexpander deshalb wQnschenswwrt, 
well nach dessen Applikation in die Zlrkulatlon die Gesamtblutviskositdt im Slnne einer 
Emiedrigung beeinflu&t werden wQrde. 

Es bestand dalier die Aufigabe, neue verbesserte Plasmaaxpander auf Amylopektinbasis zu 
entwickeln. die die Nachteile der fehlenden vollstandigen iVIetaboiisierisaikelt des Amylo- 
pekUnderivates Hydroxyethylstarke nIcht aufweisen. Glelchzeltig sbllte der neue Plasma- 
expander eine mehr giobulSre Struktur aufvveisen und damit reiativ niedrigviskose Losungen 
biiden. 

Wir haben festgestellt. da& die Restiraktlonen von Hydroxyethylstarke im Blutstrom und im 
Urin einige Stunden Oder soger Tage nach Applikation eines Plasma-expanders eine starke 
Zunahme des Verzweigungsgrades aufwiesen im Verglelch zur original Inliindierten 
Hydroxyethylstarke. So stiegen die Verzweigungsgrade. ausgedrOckt als mol-% der 
Anhydroglucosen, die Verzweigungspunkte Iragen von ca. 5 mol-% auf Qber 7 mol-% 
2 Stunden nach Applikation und auf 8 mol-% 7 Stunden nach Applikation an. Glelchzeltig 
zelgte sich 48 bzw. 42 Stunden nach infusion in den Urln-Sammellraktionen ein noch 
hdherer Verzweigungsgrad von 9 bzw. 10 moi-%. Dieses Phanomen wurde beobachtet 
unabhSngig von IVIolekuiargewicht. Substitutlonsgrad Oder Substltutlonsmuster der applizier- 
ten Hydroxyethylstarke. Oas bedeutet, daft dlese Fraktlonen sich beim Abbau immer mehr 
eIner Glycogen-ahnOchen Struktur bzw. Verzwelgung nahem. die In der LIteratur mit ca. 
10 mol-% Verzwelgung angegeben wind. 



Oberraschender Welse haben wir nun festgestellt. daB die relative Stabilitat der a-I.e 
Ven^relgung in AmyJopeldln bzw. HES ausgenulzl warden kann. um den Abbau von 
Amylopelctln gegenOber dem domlniereHdeh a-Amylase-Abbau soweit zu reduzleren. daB 
ein vollstdndig abbaubares Polysaccharid heigestellt werten kann. das aber immer nbch die 
Elgenschaften eines idealen Plasmaexpanders im Bezug auf Pharmakoklnetik bzw. 
Voiumeneffekt aufwelst Die Plasmaexpander gemiB vorliegender Erfindung sind 
hypeiverzwelgte Amylopektine deren Verzwelgungsgrad bzw. deren Vertellung der 
Veawelgungspunkte so eingestellt sind. daB eine gewQnschte Pfiarmakokinetlk bzw. 
a-Amyiase-Abbau enetohtwird. 

Solche hyperverzweigte Amylopektine welsen signifikant hdhere Verzwelgungsgiade. 
ausgedriickt als mol-% der Verzweigungsanhydroglucosen. auf Im Vergleich zu unver- 
indertem Amylopekttn bzw. Hydroxyethylstarke und sind demzufolge In ihrer Struktur 
Glycogen^niicher. Aufgmnd des hohen Veraveigungsgredes erfolgt der Angriff der 
a-Amyiase stark verzSgert bzw. in Bereichen des li^olekQis mit einer starken Dichte an 
Verzweigungspunkten gar nfcht mehr. da dort der ZulrItt der a-Amylase nicht mehr m6glich 
Ist Solche Vert)rndungen sind dennoch abbaubar durch andere Enzyme bis hereb zu 
Oligosacchariden und schlieBiich Glucose. 

Im Bedarfsfalle konnen solche hyperveraweigten Amylopektine dennoch hydmxyettiyllert 
• werden. Der Hydro)(yethyllemngsgrad Ist jedoch in diesen Fallen erhebllch niedriger. um 
einen verglelchbaren Voiumeneffekt bzw. Phannakokinetik aufzuweisen zu eIner Hydroxy 
etiiylstarke. die aus nonnai verzweigtem Amylopektin hergestelit worden ist 
Die Herstellung von hyperverzweigtem Amylopektin. wetehes zum EInsatz als Pjasma- 
«xpander geeignet ist. erfolgt in an sich bekannter Weise durch enzymatische Umwandlung 
durch sogenannte Verzwelgungsenzyme. die die Hydiolyse der c.-1.4.glycosWischen 
Bindungen und Ihre Transfbmiaflon in a-I.e^Iycosidische Verbindungen katalysleren. 
Solche sogenannten Transfer-Enzyme kdnnen in an sich bekannter Weise z. B. aus Aigen 
extrahlert werden gemSB PCT WO 0018893. Es sind aber auch aus dem US-Patent 
4454 161 und EP 0418 945 andere Glycogen-Verzweigungsenzyme bekannt. die ebenfalis 
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entsprechend etngesetzt werden konnen. Die OurchfCihaing der enzymatischen Transglyco- 
silierung erfblgt in an sich bakannter Weise durch Inkubation von Wachsmaisstarke mit den 
Bhtsprechendeh Enzy'men unter schonenden'Bedingungen bi^i pi-)*Werten urn ca. 7,5 und 
Temperaturen bei ca. 30 ''C in wassriger Losung. Die Aufarbeitung des ReakUonsansatses 
erfolgt anschliefiend In ebenfalls bekannter Weise, wobei zuvor durch pH-Wert Veranderung 
bzw. Rltrationsschritte die Enzyme deaktfviert oder entfemt wenien. 
In einem anschlieftenden Hydrolyseschritt, der vorzugsweise durch Salzsdure erfoigt, wiixl 
dann das gewQnschte Molekuiargewicht des Produktes eingestellt Anschlie&end wird das 
Prcdukt durch Diafiltration mit Membranen mit einem cut off von ca. 3.000 Dalton von 
niedennolekularen Verbindungen sowie Kochsalz, welches bei der Neutralisation des sauren 
Hydrolyseansatzes entsteht, befrelL Das Produkt wird durch SprOhtrocknung isoliert 

Beispiell 

l^erstellung von hyperverzweigtem Amylopektin-Plasmaexpander 

Wachsmaisstirke mit einem Gehait an Amylopekfin von Qber 95 % wird in heiHem Wasser 
bei pH 7,5, welcher zuvor mit Natronlauge eingestellt wurde, verkleistert zu einer 1 %-igen 
Ldsung und der Ansatz anschliedend auf ca. 30 "^C abgekOhlt Es erfolgt die Zugabe von 
Verzweigungsenzym, wobei die AkfivitSt dem gewQnschten Verzweigungsgrad angepa&t 
wird. Nach ca. 6 - 8 Stunden erfolgt Zugabe von Salzsdure zur Einstellung des pH-Wertes 
von ca. 4. Der Ansatz wird auf ca. 50 ''C erhltzt und die Enzyme Qber Tiefenfilter Qber 
AkHvkohleschichten entfemt Anschlie&end wird der flitrierte Ansatz: mit Salzsaure auf ca. pH 
2 eingestellt und nach Erhitzen auf ca. 75 ''C eine Sdurehydrolyse durchgefOhrt zur 
Einstellung des gewQnschten Molekutargewichts. 

Nach Neutralisation des Ansatzes auf ca. pH 5 - 6 wird der Ansatz nach Tiefenfittration bei 
ca. SO'C diafiitriert mit Hohlfasermembranen des nominellen cut ofiis von 3.000 Dalton. Dabei 
werden niedermolekulare Anteile sowie Kochsalz und Oligosaccharide sowie Glucose 
abgetrennt. Anschlie&end erfolgt SprOhtrocknung. Es resultiert ein wei&es Puiver mit einem 
Wassergehalt von 3 - 5 %. 



Patentansprttche 

^•-<^/'Hyj^er9erzweigte8'Am und dessen Derivate als Rasmaexpander. 

2. Hyperverzweigte AmylopekUn-Derivate als Rasmaexpander gemiH Anspruch 1 , wobei 
die Derivate Hydroxyethyl, Hydroxypropyl und Acetyl-Amyiopektin sind. 



3. Hypen^erzweigtes Hydroxyethyl-Amylopektin ais Plasmaexpander. 



